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3-Methyl- A3-butenyl-I-pyrophosphat (Isopentenyl-pyrophosphat) spielt im Stoffwechsel die  Rolle eines 
,.aktiven Isoprens", d. h. es ist der  gemeinsame Baustein aller unter die ,,lsoprenregel" fallenden 
Naturstoffe. Es wird uber die 6-fache Anreicherung einer Isopentenyl-pyrophosphat-lsomerase aus 
Hefe berichtet, die Isopentenyl-pyrophosphat in Dimethyl-allyl-pyrophosphat umwandelt, das dann 
als Star ter  fur den Aufbau von Terpen-Kohlenstoffketten aus Cs-Einheiten dient. Die Verknupfung 
d e r  Cs-Einheiten besorgt das Enzym Farnesyl-pyrophosphat-Synthetase, das aus Hefe 20-fach ange- 
reichert werden konnte. Setzt man in die Synthetase-Reaktion Isopentenyl-pyrophosphat neben 
einem groOen UberschuD von Dimethyl-allyl-pyrophosphat ein, so l a B t  sich als erstes Kondensations- 
produkt Geranyl-pyrophosphat nachweisen, das  durch Anfugen einer weiteren Cs-Einheit in Farnesyl- 
pyrophosphat ubergeht. Damit sind jetzt alle Syntheseschritte geklart, die auf  dem W e g e  vom Acetyl- 
CoA zum Squalen liegen, das seinerseits wieder Vorstufe d e r  cyclischen Triterpene und Sterine ist. 

Wir haben kiirzlich iiber Versuche berichtet, die zur 
ldentifizierung von 3-Methyl-A3-butenyl-1-pyrophosphat 
(= Isopentenyl-pyrophosphat) und Farnesyl-pyrophosphat 
als biologischen Vorstufen des Squalens fuhrtenl). Von die- 
sen erwies sich Isopentenyl-pyrophosphat, das auch im 
Blochschen Arbei t~kre is~)  aufgefunden wurde, als das 
, , a k t i v e  I sopren" ,  jener seit langem vermutete gemein- 
same Baustein aller unter die ,,lsoprenregel" von Ruzicka4) 
fallenden Naturstoffe. Wie ein Blick auf die Strukturformel 
des As-Isopentenyl-pyrophosphats ( I )  erkennen lafit, liegt 
in dieser Verbindung tatsachlich ein maskiertes lsopren 
vor: durch Abspaltung von Pyrophosphat wurde sie in 
Isopren (I I )  iibergehen. 

CH, CHS 

. . . . I 1  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
CH,=C-CH-CH, 4 CH,=C-CH=CH, + HP,O,S 

: I  I n 0 ~ ~ 0 , s  ; 
I I 1  

Dab diese intermediare Bildung freien lsoprens jedoch 
beim biologischen Aufbau der Terpene aus Isopentenyl- 
pyrophosphat nicht beteiligt ist (vgl. dagegen5)), bewies 
die Entdeckung von Farnesyl-pyrophosphat als Vorlaufer 

1) V. Mltteilung: LI. Henning, E. M .  Moslein u. F .  Lynen, Arch. 
Biochem. Biophyslcs 83, 259 [1959]. 

a) F. Lynen, H .  Eggerer, U. Henning u. I .  Kessel, diese Ztschr. 70, 
738 [19581. 

,) S. Chaykin, J .  Law, A. H .  Phillips, T .  T .  Tchen u. K. Bloch, Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA 44, 998 [1958]. 

4)  L .  Ruzicka, Experlentia 9, 357 [1953]. 
6) H. Rilling, T .  T .  Tchen u. K .  Bloch, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 

44, 167 [1958]. 

des Squalensl). AuSerdem konnte in den Laboratorien 
Blochs6) und Popjuks7) durch Versuche mit lsopren der 
ungesattigte Kohlenwasserstoff als Zwischenprodukt der 
Terpensynthese ausgeschlossen werden. 

Genaueren Einblick in die Biosynthese der Kohlenstoff- 
ketten der Terpene aus den C,-Einheiten ermoglichten 
Versuche mit l-14C-lsopentenyl-pyrophosphat, das nach 

Abb. 1 
Sllbersalz des ,,aktiven Isoprens" (Ag,-Isopentenyl-pyrophosphat). 

(300-fache Vergr.) 

dem in unserem Laboratorium entwickelten Verfahren l) 

aus 14C0, dargestellt und als in farblosen Nadeln kristalli- 
sierendes Silbersalz (Abb. 1 )  nunmehr in reiner Form ge- 
wonnen werden konnte*). 

*) Vgl. 3), FuDnote 4. 
,) J .  W .  Cornforth, R .  H .  Cornforth, G .  Popjdk u. I .  Y .  Gore, Bio- 

chem. J. 69, 146 [1958]. 
H. Eggerer u. F .  Lynen, Liebigs Ann. Chem. 630, im Druck. 

Angew. Chem. 1 7'1. Jahrg. 1959 I Nr. 21 



Isopentenyl-pyrophosphat-Isomerase und 
Dimethyl-allyl-pyrophosphat 

Wird das Kaliumsalz des Isopentenyl-pyrophosphates 
rnit rohem Hefeextrakts) und Mg2+ inkubiert, so entstehen 
Verbindungen, die bereits in der Kalte durch Saure ge- 
spalten werden. Dies ist daran erkenntlich, da5 beim Ab- 
stoppen der Reaktion rnit Trichlor-essigsaure atherlosliche 
radioaktive Stoffe auftreten. MiBt man in einem solchen 
Versuch die Radioaktivitat der waBrigen Losung nach 
Extraktion mit Ather, so la6t sich daraus auf die einge- 
setzte Enzymmenge schlie6en (Abb. 2). Unter Verwendung 
dieses Testes bearbeiteten wir die Reinigung der wirksa- 
men Komponente des Hefeextraktes. Es gelang uns, das 

$HZ 

das Reaktionsprodukt e n z y m a t i s c h  durch Phosphatase, 
so tritt  nur y.y-Dimethyl-allyl-alkohol (IV) auf lo), was 
sich dadurch erklaren IaBt, da5 Phosphatase die O-P-Bin- 
dung, Saure dagegen die C-0-Bindung des Dimethyl-allyl- 
pyrophosphates ( I l l )  lost. 

Wie wir fanden, wird das Enzym, das die lsomerisierung 
des Isopentenyl-pyrophosphates ( I )  zu y.y-Dimethyl-allyl- 
pyrophosphat ( I l l )  katalysiert und von uns als I s o p e n -  
t e n  y I-p y r  o p  h o s p  h a t  - 1 so m e  r a s e  lo) bezeichnet wurde, 
durch SH-Gifte, wie Jodacetamid oder p-Chlormercuri- 
benzoat, vollstandig gehemmt. Wir nehmen deshalb an, 
da6 die Wirkungsgruppe des Enzyms eine Sulfhydryl- 
Gruppe - moglicherweise in Form eines peptidartig ge- 

OP8083 1 C H ~  0 ~ ~ 0 . 3 -  I ?Ha OPiOea- 

-1 Enz;m--SH 

( I )  CH,=I!-CH~-LH, CH,-C=CH-CH, (111) + 
Enzym-SH 

0 
pg4m-J mg Protein zugesetzt 

Abb. 2. Bestlmmung der Isopentenyl-pyrophosphat-Isomerase 
Die Ansatze enthielten 14 pM Trispuffer (pa 8,0), 2,7 pM MgCI,, 
2,7 pM MgK,-athylendiamln-tetraacetat, 0,5 pM Glutathion, 0,1 
pM K(,-l-14C-Isopentenyl-pyrophosphat (82500 Imp./mln/pMol) und 
Enzym (vgl. Abszisse; (NH,),HPO,-Fallung). Ges.-Vol. = 0,5 ml. 
T = 37 "C. Zur Zeit 0 und 2 min nach Zugabe des Enzyms wurden 
Proben von je 0,2 mi entnommen, zu 0,2 mi 6-proz. Trichloressigslure 
gegeben und dann mit 5 ml Ather ausgeschiittelt. Radloaktivltat der 
waDrlgen Phase an allquoten Teiien im Methan-DurchfluR-Zahlrohr 

(Frieseke & Hoepfner) bestlmmt 

Enzym durch Dialyse, Adsorption an AI(OH),-Gel und 
Fraktionierung rnit Ammoniumphosphat (35-45 g/lOO ml) 
rund 6-fach anzureichern. 

Das Reaktionsprodukt der lnkubation von Isopentenyl- 
pyrophosphat rnit dem gereinigten Enzym lieferte bei der 
sauren Hydrolyse leichtfliichtige Alkohole, die durch Gas- 
chromatographie getrennt und als y.y-Dimethyl-allyl- 
alkohol (IV) und Dimethyl-vinyl-carbinol (V) identifiziert 
werden konnten'o). Als weiteres Spaltstuck t ra t  bei der 
Sgurebehandlung Pyrophosphorsaure auf, wie sich durch 
Versuche rnit Isopentenyl-saP-pyrophosphat nachweisen 
lie6. Wir nahmen daher anlo), da6 Isopentenyl-pyrophos- 
phat durch das Enzym in y.y-Dimethyl-allyl-pyrophos- 
phat ( I 1  I )  umgewandelt wird, das dann bei der anschlie- 
Benden, durch H+-Ionen katalysierten Hydrolyse in Pyro- 
phosphorsaure und - unter teilweiser Allylumlagerung - 
in die beiden Alkohole IV und V zerfallt. Hydrolysiert man 

CH,-C=CH-CH,OH + 2HP04'- 
IV 

T t 
Phosphatase 

Enzym ?Ha I P" I y e  
I ---+ c H,C=C H-c H ,-o-P-o-Q-o@ 

.I 
111 (Saure- 8 0 

hydrolyse 

CH, i C H ,  I 
I 

CH,-C=CH-CH,OH + CHs-C-CH=CH8 + HP207" 
I 

IV OH V 

9 )  Zur Darstellung des Extrakts wurde Backerhefe mit Toluol ver- 
rieben und 1 h be1 37°C autolysiert. 

l o )  B.  W .  Agranoff, H .  Eggerer, U. Henning u. F .  Lynen, J. Amer. 
chem. SOC. 81, 1254 [1959]. 
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bundenen Cystein-Restes - enthalt und die Isomerisierung 
uber die Anlagerung des SH-Enzyms an die Doppelbin- 
dung zustandekommt. 

I n  der Aminosaure F e l i n i n  (VII) ,  die Westzllll) aus Kateen- 
harn isoliert und. TrippettlB) synthetisiert hat, flndet man 
die chemische Struktur  un- 
seres hypothetischen Zwi- 

I schenprodukts (VI )  vorge- 
bildet. I n  diesem Zusammen- HOOC-CH-CH,-~ 

?Ha 

CHz-C-CH2-CH30H 

hang iat bemerkenswert, da13 I 
nach Untersuchungen von NHa W I )  
Avizonis und Wristonls) Felinin im Organismus tatsachlich aus 
Cystein und Mevalonsaure gebildet'wird. 

Die Wirkung der Isomerase ist r e v e r s i b e l ;  in Gegen- 
wart des Enzyms bildet sich ein G l e i c h g e w i c h t  aus, das 
unseren vorlaufigen Messungen nach bei etwa 93% Di- 
methyl-allyl-pyrophosphat und 7 yo Isopentenyl-pyrophos- 

CH, 
Isomerase I 

CH, 
I 

--+ C H ,=C-C HT-CH SOP n06a-+ H + CHz-C=CH-CHIOQ,0,3~ + T+ - 
phat liegt. Entsprechend fiihrt die lnkubation von synthe- 
tischem Dimethyl-allyl-pyrophosphat rnit gereinigter Iso- 
merase in tritium-haltigem Wasser zur Bildung von Iso- 
pentenyl-pyrophosphat unter Einbau von Tritium. Mit 
Prostata - Phosphatase lie5 sich daraus radioaktives Iso- 
pentenol freisetzen2) und gas-chromatographisch isolieren. 

Das fur diesen Versuch benatigte Dimethyl-allyl-pyrophosphat 
wurde folgendermafien dargestellt : 2.3-Dibrom-3-methyl-butanol- 
(I)l4) (VII I ) ,  gewonnen durch Addition von Brom an Dimethyl- 

7% 
POCl 

y 3  

CH,-CBr-CHBr-CH,OH -S+CH,-CBr-CHBr-CHg-OPOsH, 
VIlI  IX I Na-Amalgam 

(Pyridin)LHPO,$- 
0" 0" 
( I  

. I &  
111 0 0 

y s  

CH,-C=CH-CH,-O-P-O-P-O~ 

allyl-alkohol, wurde mit POC1, i n  Triathylamin zur 2.3-Dibrom-3- 
methyl-butyl-I-phosphorsaure (IX) umgesetzt, die als Dicyclo- 
hexyl-ammoniumsalz ( F p  = 150-155 "C) kristallisiert und  durch 
Behandlung mit Natrium-amalgam in wafiriger Lasung in  y.y- 
Dimethyl-allyl-phosphat ( X )  iibergefuhrt werden konnte. Um- 
setzung des Ammoniumsalzes rnit NH, und  Dicyclohexyl-carbo- 
diimid in tert. ButanollS) lieferte Dimethyl-allyl-phosphorsaure- 

11) R. G. Westall, Blochem. J. 55, 244 [1953]. 
la) S. Trippett, J. chem. SOC. [London] 7957, 1929. 
Is) P .  V .  Avizonis u. J .  C .  Wriston jr . ,  Biochim. blophysica Acta 34, 

I*) A .  Courtot, Bull. SOC. chim. France 35, 662 [1906]. 
Is) Vgl. R. W .  Chambers u. J .  0. Moffat, J. Amer. chem. SOC. 80, 

~- 

279 [1959]. 

3752 [1958]. 
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amid (XI) (N,N'-Dicyclohexyl-guanidinium-salz, Fp 162-163 "C), 
das bei der Behandlung rnit Phosphorsaure in Pyridin/o-Chlor- 
phenol in Dimethyl-allyl-pyrophosphat (111) iiberging. Diese Ver- 
bindung konnte iiber das in Wasser schwerlosliche Bariumsalz 
isoliert werden. 

Das synthetische Dimethyl-allyl-pyrophosphat ermog- 
lichte uns auch den noch fehlenden Beweis, da6 die Iso- 
pentenyl-pyrophosphat-Isomerase beim biologischen Auf- 
bau der Kohlenstoffketten der Terpene beteiligt ist. Dies 
war vorn chemischen Standpunkt aus naheliegend, weil 
erst im Allyl-pyrophosphat das Carbonium-Ion vorgebildet 
ist, desseh Umsetzung mit der reaktiven Doppelbindung 
des Isopentenyl-pyrophosphates zur C-C-Verkniipfung 
fiihrt (vgl. S. 661). AuBerdem hatten wir ja beobachtet2), 
da6 die Terpen-Synthese aus (+)-Mevalons~ure-5-phosphat 
im Hefeextrakt auf der Stufe des Isopentenyl-pyrophos- 
phates stecken bleibt, wenn man den Ansatz rnit Jod- 
acetamid vergiftet; ein Befund, der uns bei der Isolierung 
des Isopentenyl-pyrophosphates wertvolle Dienste lei- 
stetee). 

Da6 d,ie Unterbindung der Terpen-Synthese im Hefe- 
extrakt durch Jodacetamid einzig und allein auf der Hem- 
mung der lsopentenyl-pyrophosphat-Isomerase beruht, 
lie6 sich nun durch Versuche mit Dimethyl-allyl-pyrophos- 
phat beweisen. Wie aus Tabelle 1 zu ersehen ist, gewinnt 
der rnit mi200 Jodacetamid vergiftete Hefeextrakt die 

Autolysat aus 100 g Hefe 
Filtrat der Adsorption 

(NH,),SO,-FPilung 

Chromatographie an 

an AI(OH),-Gel 

(0-85) 

. . . . . 

. . . . . . . . . . . . . 

DEAE-Cellulose**) . . . 

Dimethyl-allyl-PP 14C im Squalen 
zuges. [Imp. /min] 

1200 329 ' 0,27 - 

310 280 089 85 

300 252 0.5 77 

19 75,5 4 23 

- 21 
0,1 WM 1 1100 

Die Ansatze enthielten 20 pM Trlspuffer, pH 8,0, 6 pM MgCl,, 6 pM 
MgK,-athylendiamin-tetraacetat, 3 pM Jodacetamid, I pM K,- 
Glucose-6-phosphat, 0,2 pM TPN, 0,061 pM Ka-W-lsopentenyl- 
pyrophosphat (2200 Imp./min) und 0,3 mg Protein des Hefeextrakts 
(Bereitung vgl.,) Tabelle 1). (3s.-Vol. = 0,6 ml. Sle wurden 15 mln 
be1 37 "C lnkubiert. Das gebiidete Squalen wurde dern mlt methano- 
lischem KOH versetzten Reaktionsgernisch durch Petrolather ent- 

zogen und durch Chromatographie an AI,O, gereinlgt. 
Tabelle 1. Abhangigkeit der Squalen-Bildung aus W-lsopentenyl- 

pyrophosphat vom Dimethyl-allyl-pyrophosphat 

Fahigkeit zur Squalen-Bildung aus l-14C-lsopentenyl- 
pyrophosphat zuriick, wenn man dem iiblichen Ansatz mit 
Mg2+ und reduziertem Triphospho-pyridin-nucleotid 
(TPNH)2) Dimethyl-allyl-pyrophosphat, d. h. das Pro- 
dukt der gehemmten Reaktion, zusetzt. 

Farnesyl-pyrophosphat-Synthetase und 
Geranyl-pyrophosp hat 

In Abwesenheit von T P N H  und der P a r t i k e l n  des 
Hefeextrakts, die nur fur  die reduktive Dimerisierung det 
Sesquiterpen-Einheit notig sinde), bleibt die Reaktion auf 
der Stufe von Farnesyl-pyrophosphat stehen. 

Zum N a c h w e i s  dieser Verbindung niitzten wir ihre 
durch die Allyl-Gruppierung bedingte Saurelabilitat aus: 
Wir bestimmten die Radioaktivitat, die sich nach An- 
sauern der bebriiteten Reaktionsansatze rnit Petrolather 
extrahieren lie6, und die, wie die papierchromatographi- 
sche Analyse ergab, durch C,,-Terpenalkohole vom Typus 
des Farnesols oder Nerolidols (Allyl-Umlagerung bei der 
sauren Hydrolyse!) bedingt wat . 

Mit dieser einfachen Methode la6t sich auch das fur  die 
Bildung von Farnesyl-pyrophosphat aus C,-Einheiten ver- 
antwortliche E n z y m ,  fur welches wir den Namen F a r n e -  
s y 1 p y r o p  h o s p  h a  t -S y n t h e  t a s e  vorschlagen, quantita- 
tiv bestimmen. Wie aus Abb. 3 zu ersehen ist, steigt die Ra- 
dioaktivitat in der Petrolather-Phase proportional der zuge- 
setzten Enzyrnmenge an. Die Synthetase des Hefeextrakts 
konnte nach Abtrennung unwirksamer EiweiBstoffe durch 

1 5 q // 
P 

0 z o w c o w l ~  
m?a y Pmi??in zugesetzt 

Abb. 3. Bestimmung der Farnesyl-pyrophosphat-Synthetase 
Ansatze: 20 pM Trispuffer (pR 8,0), 6 pM MgCI,, 6 pM MgK,- 
Bthylendiamin-tetraacetat, 3 pM Jodacetamid, 1 mg Serumalbumin, 
0,05 pM K,-14C-Isopentenyi-pyrophosphat (1825 Imp. /min), 0,08 pM 
(NH4),-Dimethyi-aiiyl-pyrophosphat und Toluol-Autolysat aus 
Backerhefe (vgl. Abszlsse). Ges.-Vol. = 0,6 ml. 10 min be1 37 OC in- 
kubiert. Nach Zugabe von 0,5 pM Farnesol als Trlger mlt 0,1 ml 3 m 
Trichloresslgsiiure versetzt, nach kurzem Stehen mlt 0,2 ml 10 n KOH 
alkalisch gemacht und nacheinander rnit 3 bzw. 2 ml Petrolather 
(30-50°C) ausgeschuttelt. Radioaktivitat des mit 1 ml H,O ge- 
waschenen Petroliither-Extraktes im Szlntillationsz&hler (Tri-Carb 

Liquid Scintillation Spectrometer, Modell 314) gemessen 

Adsorption an AI(OH),, durch Konzentrierung mittels 
Ammonsulfat-Flllung und Chromatographie an DEAE- 
Cellulose etwa 20-fach angereichert werden (Tabelle 2). 

Unter Verwendung dieses Enzyms lieBen sich zwei Fra- 
gen beantworten. Erstens die nach dem Schicksal der 
P y r o p h o s p h a t - R e s t e ,  die beim Aufbau von Farnesyl- 
pyrophosphat aus einem Molekiil Dimethyl-allyl-pyro- 
phosphat und zwei Molekiilen Isopentenyl-pyrophosphat 
freigesetzt werden. In friiheren Versuchen hatten wir den 

Versuchs- Anderungen im 
reihe: Ansatz 

I 

- 0,078 0,144 
+ 30 pM K-fluorld 
ohne Isopentenyl-PP 
ohne Dlmethyl-allyl-PP 0 

- 0,06 0,133 1 O*044 1 : + 30 pM K-fluorld 
ohne Isopentenyl-PP I .  

*) Aus der Radloaktivltat des Petrolather-Extrakts (vgl. Abb. 3) 
berechnet. 

**) Bestlmmung nach Fiske-Subbarow. 
Versuchsansatz:Vgl. Abb.3, jedoch rnit (A) 0,35 pM bzw. (B) 0,1 pM 
Ka-W-Isopentenyl-pyrophosphat, (A) 0,35 pM bzw. (B) 0,1 p M  
(NH,),-Dimethyl-allyl-pyrophosphat und 45y Synthetase (spez. 

Akt. = 3,2). 30 min bei 37 'C lnkubiert 
Tabelle 3. Phosphat-Bilanz der Farnesyl-pyrophosphat-Synthese 
aus Isopentenyl-pyrophosphat und Dirnethyl-allyl-pyrophosphat 
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Eindruck gewonnen, als entstiinde bei diesem Proze13 Or- 
thophosphatz). Die neuen Experirnente (Tabelle 3) zeigten 
auch, dab in dem beschriebenen Versuchsansatz (vgl. Abb. 3) 
die zu erwartenden 2 Molekeln Orthophosphat je verbrauch- 
tern Isopentenyl-pyrophosphat gebildet werden. Nach Zu- 
satz von Fluorid oder in Abwesenheit eines der beiden 
Reaktionspartner tritt  dagegen kein Orthophosphat auf. 
Die Bildung des Orthophosphats im u n g e h e m m t e n  Ver- 
such ist sornit darauf zuriickzufiihren, dal3 die gereinigte 
Synthetase noch geniigend Pyrophosphatase enthalt, um 
das beim Aufbau der Kohlenstoffkette freigesetzte Pyro- 
phosphat zu hydrolysieren. Da13 bei der Yondensation in 
Gegenwart von Fluorid Pyrophosphat freigesetzt wird, 
lieB sich durch Experimente rnit Isopentenyl-s2P-pyrophos- 
phat auch unmittelbar beweisen. Das 3ZP-haltige Reak- 
tionsprodukt wanderte nach Zusatz von Orthophosphat 
und Pyrophosphat bei der Papierchromatographie in tert. 
Amylalkohol-Eisessig-Wasser (4:2: 1) zusammen mit dem 
Pyrophosphat. 

Die zweite Frage betraf den Nachweis des G e r a n y l -  
p y r o p  h o s p h a t  e s ,  das als Zwischenprodukt der Terpen- 
Synthese entstehen sollte2s le), bisher aber noch nicht ge- 

pM zugesetzt . . . . . . . . .. . . . 
Radioaktivitat  

pM Isopentenyl-pyro- 
phosphat eingebaut*) . . . .  . 

i. Squalen [Imp./min] . . . . . 

h el Geranyl-pyrophosphat ! ~ ~ ~ ~ $ ;  
0 0,05 0 , l O  0,40 

0 311 640 0 

, 0 0,042 0,085 0 

=?= Gemniol Farnesol 

Abb. 4. Papierchromatographischer Nachweis von Geraniol 
und Farnesol 

Ansatz: 2 pM Trispuffer (pH 8,0), 6 yM MgCI,, 6 ILM MgK,-athylen- 
diamin-tetraacetat, 3 pM Jodacetamid, 1 pM K3-14C-lsopentenyl- 
pyrophosphat (36500 Imp./min),  Synthetase-Praparat  rnit 2 mg 
Protein und 1 pM (obere Kurve) bzw. 10 pM (untere Kurve) (NH1)3- 
Dimethyl-allyl-pyrophosphat. (3s.-Vol. = 0,6 ml. 75 min bei 37 "C 
inkubiert. Die rnit Saure freigesetzten Alkohole (vgl. Abb. 3) wurden 
rnit Petrolather extrahiert  und zusammen rnit Geraniol und Farnesol 
auf Papier (Schleicher & Schiill 2043 b acetyliert) in Esigester /Te-  
trahydrofuran/Wasser = 1 :6:8 aufsteigend chromatographiert  (15 h, 
Wanderungsstrecke der  Front  = 26,5 cm). Auswertung im Radio- 

papierchromatograph von Frieseke & Hoepfner 

faBt wurde. Mit Hilfe der gereinigten Synthetase lie13 sich 
seine Bildung nachweisen, als wir Dimethyl-allyl-pyro- 
phosphat in grobem U b e r s c h u r j  gegeniiber 1-W-lso- 

1 : 1 eingesetzt wurden. Hier erwies sich nur der Farnesol- 
Fleck als radioaktiv. 

Die Identifizierung des papierchromatographisch'-isoliertenTAl- 
kohols wurde auf zwei Wegen vorgenommen. Nach Zusatz von 
authentischcm Geraniol zum radioaktiven Material stellteu wir 
den kristallisierten p-Nitro-azobeuzol-carbonsaure-ester des Ge- 
raniols") (Fp  101 bis 102 "C) her, dessen spezifische Radioaktivi- 
t a t  nach mehrnialigem Umkristallisieren einen konstanten Wert 
erreichte. Im anderen Versuch oxydierten wir das Gemisch von 
authentischem Geraniol und der radioaktiven Substanz mit Di- 
phospho-pyridin-nucleotid (DPN)  und kristallisierter Alkohol- 
Dehydrogenase aus Leber zum Citral a, dessen kristallisiertes 
Semicarbazon18) (Fp  = 162 "C) cbenfalls bei mehrfaehem Umkri- 
stallisieren eine konstante spezifische Radioaktivitat behielt. 

Dab die Muttersubstanz des rnit diesen Versuchen nach- 
gewiesenen Geraniols G e r a n  y l -p  y r o  p ho s p  h a  t (XVI) ist, 
lie13 sich durch dessen chemische Synthese zeigen. Die In- 
kubation des Geranyl-pyrophosphates mit l-14C-lsopen- 
tenyl-pyrophosphat in Gegenwart der gereinigten Syn- 
thetase und Mg2+ fiihrte je nach Versuchsanordnung zu 
radioaktivem Farnesyl-pyrophosphat oder zu Squalen. 
Tabelle 4 gibt Versuche wieder, in denen die Squalen-Bil- 
dung studiert wurde. Die im Squalen gefundene Radio- 
aktivitat steigt proportional zur eingesetzten Geranyl- 
pyrophosphat-Menge an und entspricht recht gut dern 

theoretisch zu fordernden Einbau einer Molekel Isopen- 
tenyl-pyrophosphat je Geranyl-pyrophosphat (vgl. Glei- 
chung 2, S. 661). Geranyl-phosphat, an Stelle des Geranyl- 
pyrophosphates gepriift, erwies sich als vollig inaktiv. 

Dic chemische Synthese des Geranyl-pyrophosphates gelang 
analog zu der des Dimethyl-allyl-pyrophosphates. Geraniol-tetra- 
b r ~ m i d ' ~ )  (XII)  wurde rnit POC1, in Triathylamin zur Tetrabrom- 
geranyl - phosphorsaure (XIII)  (Dicyclohexyl- ammonium-salz; 

pentenyl-pyrophosphat einsetzten. Abb. 4 
gibt die radiopapierchrornatographische 

Reaktionsansatz wurde nach der Inkuba- 

Spaltstiicke der gebildeten Allyl-pyrophos- 

Trager auf acetyliertem Schleicher und 

phiert. Wie man aus der unteren Kurve in CH* CHS 
Abb.4 ersehen kann, befandsich aul3er beim 

CH, 

~~~~~~t~~~ des versuchs wieder. D~~ H - 1 CH,--~Br-CHBr-CH,-l O H  ~ H -CH,-~Br-CHBr-CH,- /~OPO,H,  -2 

tion mit Saure versetzt, die organischen 

Zusatz von Geraniol sowie Farnesol als 
phate mit Petrolather extrahiert und nach 

Schiill-Papier 2043 b mit Essigester-Tetra- 

XI11 
! - 2  

XI1  
JNa- Amalgam 

Cli ,  

X I V  xv  
( Pyridin)?HP042 hydrofuran-Wasser ( 1  :6:8) chromatogra- 

00 OQ 
I 

r C  
XVI 0 0  

CH,-C=CH-CH,-CH~-C=CH-CH,-O-P-O-~-O~ I 
Farnesol auch beim Geraniol Radioaktivi- 
tat. Die obere Kurve zeigt das Ergebnis 
eines Parallelversuchs, bei dem Dimethyl-allyl-pyrophos- 
phat und  l-14C-lsopentenyl-pyrophosphat im Verhaltnis 

la) H. C. Rifling u. K. Bfoch, J. biol. Chemistry 234, 1424 119591. 

11)  E. Hecker, Chem. 88, 1666 [19551. 
18) F .  Thiernann, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 3324 118981; 32, 115 

l") H. v. Soden u. W. Treff, ebenda 39, 913 [19061. 
[1899]. 
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Fp 130 bis 131 "C) phosphoryliert und durch Behandlung rnit Na- 
trium-amalgam in  Geranyl-phosphat (XIV)  umgewandelt. Nach 
Uberfuhrung in das entsprechende Amid (XV)  lieferte die Um- 
setzung rnit Phosphorsaure in Pyridin schliel3lich Geranyl-pyro- 
phosphat (XVI) ,  das in Form des aus Wasser-Aceton in  Blattchen 
kristallisierenden Ammoniumsalzes rein gewonnen werden konnte. 

Die Schwierigkeit bei der chemischen Synthese der Allyl-phos- 
phate beruht auf ihrer S a u r e e m p f i n d l i c h k e i t .  Wir haben die 
Verseifungs-Geschwindigkeit in n/10 HCl bei 25 "C gemessen und 
als Halbwertszeiten fur Dimcthyl-allyl-phosphat 6,7 min, fur 
Geranyl-phosphat 10,2 min, fur Geranyl-pyrophosphat jedoch nur 
1,7 min gefunden. Die grollere Solvolyse - Geschwindigkeit des 
Pyrophosphates diirfte sich daraus erklaren lassen, daB Pyro- 
phosphorsaure eine starkere Saure ist als Phosphorsaure und des- 
halb leiohter eliminiert wird, eine Tatsache, die wahrscheinlich 
auoh bei der von der Synthetase katalysierten Kondensation Be- 
deutung hat. 

CH3 y s  

(1) CH3-C=CH-CH2OP2Oe3 + CH,=C-CH,-CH,0P,063 + 
CH3 CH3 

I 

FH3  CH3 C"3 

CH3-C=CH-CH ,-C H ,-C=CH-C H20P,0,3 +- HP,073 

sohcn Chinone bzw. Hydrochinone in der Zelle durch enzymatischc 
Alkylierung von Methyl-naphtho-hydrochinon oder 2.3-Dimeth- 
oxy-5-methyl-hydrochinon rnit Polyterpenyl-pyrophosphat ent- 
standen sindzs), was sich achematisoh folgendermaficn beschreiben 
1a0t: 

O H  O H  w\,/c 3 R1\/\/cH3 

+ H P , O , ~  
R" "CH ,-c H=C- R 

O H  
CH3 

< '  1 1  + ! H  'P/OPZ%~- -P 

~,wq CH,-CH=C-R 
I 

O H  JCH, 

R = n = 3-9; R1 = RZ = C H 3 0  oder 
R' + Re = -CH=CH-CH=CH- 

Auch die von unserer Farnesyl-pyrophosphat-Synthe- 
tase katalysierte C-C-Verknupfung ist eine C-Alkyl ie -  
r u n g ,  wobei das aus dem Allyl-Derivat gebildete Carbo- 
nium-Ion mit der reaktionsfahigen Doppelbindung des 

Isopentenyl-pyrophosphates reagiert und 
I unter Abgabe eines Protons das homologe, 

um eine C,-Einheit verlangerte Allyl-pyro- (2) C H ,-C=C H-C H ,-C H ,-C=CH-C H zOP,0,3- + C H ,=&C H ,-?H ,O P , 0 , 3  + 

I * 

CH3 
C H8-ld=C H-C H ,-C H ,---C=CH-C H z0P,0,3 + HP,073 

- - 2  

Die bisherigen enzymatischen Versuche deuten darauf 
hin, da13 die Farnesyl-pyrophosphat-Synthetase der Hefe 
keinen sehr engen S p e z i f i t a t s b e r e i c h  besitzt und so- 
wohl die Umsetzung von Dimethyl-allyl-pyrophosphat rnit 
Isopentenyl-pyrophosphat zu Geranyl-pyrophosphat (Glei- 
chung I) ,  als auch die Weiterreaktion des Geranyl-pyro- 
phosphates zu Farnesyl-pyrophosphat (Gleichung 2) ka- 
talysiert. 

Fur das Enzym ist Geranyl-pyrophosphat als Folge einer 
dreifach hoheren W e c h s e l z a  h l  das bevorzugte Substrat. 
Dagegen liegt die Aff ini  t a t  der Synthetase zu Dimethyl- 
allyl-pyrophosphat und Geranyl-pyrophosphat in der glei- 
chen GroRenordnung; die zu Isopentenyl-pyrophosphat er- 
wies sich als dreimal grofier, wie aus den Michaelis-Kon- 
stanten: 1 (Mol Dimethyl - ally1 - pyrophosphat/l), 
0,9.10-4 (Mol Geranyl-pyrophosphat/l) und 3,3.10-5 (Mol 
Isopentenyl-pyrophosphat/l) hervorgeht. Die hohere Wech- 
selzahl des Enzyms rnit Geranyl-pyrophosphat diirfte da- 
fur verantwortlich sein, daO wir dieses Zwischenprodukt 
der Terpensynthese erst fassen konnten, als durch 
Zusatz eines grol3en uberschusses von Dimethyl-allyl- 
pyrophosphat der erste Reaktionsschritt stark begiinstigt 
wurde. 

Ob unsere gereinigte Synthetase noch w e i t e r e  S c h r i t t e ,  wie 
die Umsetzung des Farnesyl-pyrophosphats rnit Isopentenyl- 
pyrophosphat zu Geranyl-geranyl-pyrophosphat U S W . ~ )  kataly- 
siert, haben wir bisher nioht untersuoht. Bei Experimenten rnit 
rohen Protein-Fraktionen aus Hefe konnten wir die Bildung eines 
saurelabilen Derivates des Geranyl-geraniols papierchromatogra- 
phisch wahrscheinlich machenZ0). Allerdings handelte es sioh dabei 
urn eine im Vergleich zur Farnesyl-pyrophosphat-Bildung lang- 
same Reaktion. 

DaB in Hefezellen wie aueh im tierisohen Organismus der Auf- 
bau von Polyterpen-Ketten nioht auf der Stufe des Farnesyl- 
pyrophosphates haltmaeht, geht aus der Existenz der verschie- 
denen Vitamine K, und Ubichinone bzw. Coenzyme Q hervor, in 
denen man isoprenoide Seitenketten rnit bis zu 50 C-Atomen nach- 
gewiesen hat21-24). Man darf wohl annehmen, daB diese aromati- 

U.  Henning, unveroffentl. 
0. Isler, diese Ztschr. 77, 7 [1959]. 

22) D .  E .  Wolf, C .  H .  Hoffman, N .  R .  Trenner, B. H .  Arison, C .  H .  
Shunk. 8. 0. Linn. 1. F .  McPherson u. K .  Folkers. 1. Amer. , "  
chem. 'Soc. 80, 4752 [i958]. 

,3) R .  A. Morton, U. Gloor, 0. Schindler, G. M .  Wilson, L .  H .  Chopard- 
Dit-Jean, F.  W .  Hemming, 0. Isler, W .  M .  F .  Leat, I .  F .  Pennock, 
R.  Riiegg, U .  Schwieter u. 0. Wiss, Helv. chim. Acta 47, 2343 
[1958]. 
U .  Gloor, 0. Isler, R .  A. Morton, R .  Ruegg u. 0. Wiss ,  ebenda 47,  
2357,[ 19581. 

phosphat liefert. Dieses kann nun von neuem rnit Iso- 
pentenyl-pyrophosphat umgesetzt werden usw., wie es das 
folgende Schema beschreibt : 

R-C=CH-CH, Y<H>=C-CH2-CH20PzOe3 I 
I L3 ioP,0,3 CH3 

J(Synthetase) 

1 f P&b4 R-C=C H-CHz-C H 2-C-C H-C H ZOP,O,' 

H 
0 6' 
I 

CH3 4- H +  

R-C=CH-CH ,-CH,-C=CH-CH ,0P20es 2 HPOla 
I JH3 

CH3 

Die wichtige Rolle der von uns entdeckten lsomerase fur 
die Terpen-Synthese wird damit klar ersichtlich. Sie stellt 
durch Is o m e r i s i  e r u n g  des Isopentenyl-pyrophosphates, 
des eigentlichen ,,aktiven Isoprens", das Allyl-Derivat zur 
Verfugung, rnit dem der Aufbau der Terpen-Kohlenstoff- 
ketten aus C,-Einheiten erst g e s t a r t e t  werden kann. 
1st aber dieser ProzeR einmal in Gang gekommen, so lauft 
er ohne neuerliche Isomerisierung weiter, im Falle der 
Squalen-Synthese bis zur Stufe des Farnesyl-pyrophos- 
phates, im Falle der Synthese der Carotinoide, der Vitamine 
Kz oder der verschiedenen Coenzyme Q bzw. Ubichinone 
iiber diese Stufe hinausz). 

Der Weg der Squalen-Synthere 
Bei Experimenten an Hefe haben Sonderho0 und Thomasz6) 

1937 im Munchner Laboratorium entdeckt, daB Essigsaure bei der 
Biosynthese der Sterine Verwendung findet. In schanen Experi- 
mentalarbeiten h a t  dann B l o ~ h ~ ~ .  z8) den Nachweis gefuhrt, da13 
alle 27 Kohlenstoffatome des Cholesterins aus Essigsaure stam- 
men, und iiberdies, erganzt durch Untersuchungen von Cornforth 
und PopjCtkZ9), auch die Verteilung des Methyl- und Carboxyl- 
Kohlenstoffs der Essigsaure im Cholesterin festlegen konnen. 
Bloeh wies auoerdem nach, daO neben Essigsaure auch Leucin 
bzw. Isovaleriansaure zu den biologischen Vorstufen des Cholc- 
sterins zahlensO) und daB die Biosynthese des Sterins iiber den 
Terpenkohlenwasserstoff Squalen fiihrtZ8, sl), wie dies C h a n n ~ n ~ ~ )  
aus Futterungsversuchen rnit Rat ten bereits 1926 erschlossen 
hatte. 

9s) F .  Lynen, J. cellular comparat. Physiol., im Druck. 
B E )  R .  Sonderhoflu. H .  Thomas, Lieblgs Ann. Chem. 530, 195 [19371. 
*') K .  Bloch, Harvey Lectures 48, 68 [1954]. 

R .  B. Woodward u. K .  Bloch, J. Amer. chem. SOC. 75,2023 [19531. 
80) Ubersicht vgl. G. Popjdk, Annu. Rev. Biochem. 27, 533 [1958]. 
3 0 )  K .  Bloch, J. biol. Chemistry 755,255 [1944]; I. Zabin u. K .  Bloch, 

- ebenda 785, 131 [1950]. 
31) R.  G. Langdon u. K .  Bloch, ebenda 200, 129, 135 [1953]. 
82) H .  J .  Channon, Biochem. J. 20, 400 [1926]. 
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co, I)-Methyl-crotonyl-CoA * lsovaleryl-CoA Die Mehrzahl der Reaktionen, die von der MevaIonsaure 
zum Squalen fiihren, wurden ausfiihrlich bisher nur rnit 
gereinigten Enzymen aus H e f e z e l l e n  studiert. Einige 
kurze M i t t e i l ~ n g e n ~ ~ ~ ~ 8 - ~ ~ )  erwecken den Anschein, als 
liefe die Squalen-Synthese in der L e b e r  liber andere, z.T. 

JH*O 2 TPNH AT P noch carboxylgruppen-haltige, Ewischen- 
produkte. 

Unsere Versuche rnit Rattenlqber zeig- 
ten dagegen, da6 in der Leber Sfqualen in 
g l e i c h e r  W e i s e  wie in der Hefp gebildet 

MevalonsBure-5-PP werden kann : einmal konnten' wir rnit 
Hilfe unserer spezifischen Enzymteste 
samtliche Enzyme dieser Reaktionskette 
(Abb. 5) auch in Leberextrakten - teil- 

Hef eextrakt - nachwei~en5~,  5 9 . '  Zum an- 
weise sogar in hoherer AktivitBt als im 

deren fanden wir bei Unterspchungen 
iiber die Squalen-Synthese aus l-'4C-Iso- 
pentenyl-pyrophosphat und Dimethyl- D%yJj Qeran I-PP allyl-pyrophosphat, tionen aus Hefe und da6 Leber sich Edzymfrak- geleneinan- 

der austauschen lassen. Wie s$hon frii- 
her berichtet2), ist das die reduktive Di- 

<+ Farnesyl-PP merisierung von Farnesyl-pyrophosphat 
TPN \ zu Squalen katalysierende Enzymsystem 

in Hefe wie in Leber fest an Zellpartikel ge- 
bunden. Die inTabelle 5 wieder$egebenen 

\/ 

ADP + p 

@-Methyl-glutaconyl-CoA 

O-Hydroxy-O-methyl- +b Mevalonsiure +B Mevalonsiure-5-P 

ADP ADP lIATP 
TP 

glu taryl-CoA 2 TPN 

Acetacetyl-CoA 
ADP + P + CO, 

Acetyl - CoA -1 
T 
A 
Kohlenhydrate, Fett 

TPNH 

cycllsche Triterpene t Squalen 

Sterine 
+ Steroldhormon e 

'Oallensiuren $ 
Abb. 5. Der Weg der blologischen Squalen-Synthese 

Leberiiberstandt) (= 1 mg Protein) 
Leberiiberstand (= 1 mg Protein) 
+ 0,l ml Hefepartikel**) 
Leberiiberstand (= 2 mg Protein) 
+ 0,1 ml Hefepartlkel 

. . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . 

Die intensive Forschung auf diesem Gebiet in den letz- 
ten Jahren, die rnit der Entdeckung der M e v a l o n s a u r e  
im Folkersschen Arbeitskreisss) ausgelost und in den La- 
boratorien von Bloch3,l6,S4, 9, C00n36), F o l k e r ~ ~ ~ ) ,  Gu- 
Tins8), Popjaka@,sg), R ~ d n e y * ~ , ~ l ) ,  T a ~ o r r n i n a ~ ~ ) ,  und von 
u ~ s ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ )  geleistet wurde, klarte alle Z w i s c h e n -  
p r o d u k t e  auf, die am Weg von der Essigsaure iiber 
Acetyl-CoA zum Squalen liegen. Sie sind im Schema der 
Abb. 5 zusammengestellt. Ein wichtiger Knotenpunkt die- 
ser Biosynthesekette liegt im p-Hydroxy-p-methyl-gluta- 
ryl-CoA, wo der Weg vom Leucin iiber Isovaleryl-CoA zu 
den Sterinen rnit demjenigen vom Acetyl-CoA zusammen- 
trifft. 

5 5 60 

980 - 
1610 - 

L.  D .  Wright, E .  L .  Cresson, H .  R .  Skeggs, G. D .  E .  MacRae, 
C. H .  Hoffman, D.  E. Wolf u. K .  Folkers, J. Amer. chem. SOC. 78, 
5273 [1956]; D .  E .  Wolf, C .  H .  Hoffman, P .  E .  Aldrich, H .  R. 
Skeggs, L .  D.  Wright u. K .  Folkers, ebenda 78, 4499 [1956]; 
79, 1486 [1957]. 
K .  Bloch: Clba Foundation Symposium on Blosynthesis of Ter- 
Denes and Sterols. 1. & A. Churchill. Ltd.. London 1959. S .  4. 
k. DeWaard, A. H.-Phillips u. K. Bloih, J. Amer. chem. S b i  81, 
2913 [1959]. 
M. J .  Coon, F. P .  Kupiecki, E .  E .  Dekker, M .  J .  Schlesinger u. 
A. Del Campillo: Ciba Foundation Symposium on Biosynthesis 
of Terpenes und Sterols. J. & A. Churchill, Ltd., London 1959, 
S .  62. 
K .  Folkers, C .  H .  Shunk, B.  0. Linn, F .  M .  Robinson, P .  E. Witt-  
reich, J. W .  Huff, J. L.  Gilflllan u. H .  R. Skeggs, ebenda S .  20. 
F. Dituri, S .  Gurin u. J .  L. Rabinowitr, J. Amer. chem. SOC. 79, 
2650 [1957]; F. Dituri, J .  L .  Rabinowitz, R .  P .  Hirllin u. S .  Gurin, 
J. blol. Chemistry 229, 825 [1957]. 
G. Popjdk: Clba Foundation Symposium on Blosynthesis of Ter- 
penes and Sterols. J. & A. Churchill, Ltd., London 1959, S. 148. 
H.  Rudney, ebenda S .  75. 
J. J. Ferguson j r . ,  I .  F .  Durr u. H. Rudney, Proc. nat. Acad. Sci. 
USA. 45,499 [1959]. 
P .  A.  Tavormina, M. H.  Gibbsu. J .  W .  Huff, J. Amer. chem. SOC. 
78,4498 [1956]; P .  A .  Tawormina u. M .  H .  Gibbs, J. Amer. chem. 
SOC. 78, 6210 [1956]. 
F.  Lynen: Proc. International Symposlum on Enzyme Chemlstry, 
Tokyo and Kyoto 1957. Maruzen, Tokyo 1959, S. 57. 
F .  Lynen, H. Eggerer, U. Henning, J .  Knappe, I .  Kessel u. E. 
Ringetmann: Ciba Foundation Symposium on Biosynthesls of 
Terpenes and Sterols, J. & A. Churchill, Ltd., London 1959, S .  95. 
F. Lynen, J. Knappe, H .  Eggerer, U. Henning u. B.  W .  Agranoff, 
Federation Proc. 18, 278 [1959]. 
F.  Lynen., U. Henning, C. Bublitz, B. Sdrbo u. L. Krdplin-Rueff, 
Blochem. Z .  330. 269 119581. 
F.  Lynen, J .  Knappei E .  Lorch, G.  Jiitting u. E. Ringelrnann, 
diese Ztschr. 71, 481 [1959]. 
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I Radioaktivitat [Imp./min] 
-__ 

Squalen- Terpenalkohol- Enzym-System I Fraktion I Fraktlon 

0 , I  ml Hefepartlkel . . . . . . . . . . . . 0 

300 y Hefe-Synthetase . . . . . . . . . . . . 
300 y Hefe-Synthetase 
+ 0,02 ml Leberpartikel*) . . . . . . . . 
300 y Hefe-Synthetase 
+ 0,05 ml Leberpartikel . . . . . . . . . . 

0,05 ml Leberpartikel . . . . . . . . . . 

0 

370 

690 
0 

0 

850 

- 

- 
0 

1) Rattenleberhomogenat In 0,25 m Rohrzucker durch Zentrifugle- 
ren be1 2000 g von Kernen, intakten Zellen und groberen Zell- 
triimmern befrelt und dann durch einstiindlges Zentrlfugieren 
bei 100000 g in den ,,Uberstand" und die Mitochondrien-Mikro- 
somen-Fraktion getrennt. 0,05 ml dleser suspendierten ,,Leber- 
partlkel", die zweimal mit 0,25 m Rohrzucker gewaschen waren, 
entsprechen 85 mg Leber. 

**) Gewaschene Hefepartikel werden nach 2, Tabelle 1 gewonnen. 
0, I ml der suspendierten ,,Hefepartikel" entsprechen 350 mg 
Hefe. 

Ansatz: 20 WM Trispuffer (pH 8,0), 6 pM MgCI,, 6 pM MgK,-athyIen- 
diamln-tetraacetat, 3 pM Jodacetamid, 2 pM K,-Glucose-6-phosphat, 
0,2 WM TPN, 0,38 pM Ks-*kC-Isopentenyl-pyrophosphat (2600 Imp./ 
mln), 0,4 WM (NH,),-Dimethyl-allyl-pyrophosphat, 1 mg Serum- 
albumin und 20 y Zwischenferment. Ges.-VoI. = 0,6 ml. 30 min unter 
N, bei 37 OC inkubiert. Isolierung des Squalens vgl. Tabelle 4. Um 
die gebildeten Terpenalkohole zu lsolleren, wurde die nach Abtren- 
nung des Squalens verbliebene alkalische Wasser-Methanol-Phase 
mit 0,5 pM Farnesol als Trager versetzt, zur Spaltung der Allyl- 
pyrophosphate rnit 0,5 ml 7O-prOz. HCIO, angesauert, nach kurzem 
Stehen rnit 1,5 ml 10n KOH wieder stark alkalisch gemacht und er- 
neut nacheinander mit 3 ml und 2 ml Petrolather extrahlert. Die 
Radioaktivitit der mit H,O gewaschenen Petrolather-Extrakte wurde 

im Szintlllatlonszahler bestimmt. 

Leber-Enzymen 
Tabelle 5. Squalen-Synthese rnit Mischungen aus Hefe- und 

0. Popjdk, M. Horning, N .  L .  R .  Bucher u. R. H .  Cornforth, 
Biochem. J. 72, 104 [1959]. 

(9) J. W .  Olgivie u. R.  G. Langdon, J. Amer. chem. Soc.87,754 [1959]. 
J .  W .  OIgivie, ebenda 81, 756 [1959]. 

51) 8. W .  Agranoff, H .  Eggerer, U. Henning u. F. Lynen, J. biol. 
Chemistry, im Druck. 

5,) M .  Tada, unveroffentl. 
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Versuche belegen nun, da6 sowohl in der Kombination 
Leberpartikel + Farnesyl-pyrophosphat-Synthetase aus 
Hefe als auch in der Kombination Hefepartikel + los- 
licher Anteil des Leberextraktes (.,Leberiiberstand") 
Squalen gebildet wird. In Abwesenheit der Partikel 
entstand in beiden Versuchsreihen keine Spur Squa- 
len. An seiner Stelle konnten nach Behandlung der 

Die Brennbarkeit von 

Versuchsansatze rnit Saure Terpenalkohole isoliert wer- 
den. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds 
der Chemischen Industrie danken wir fiir finanzielle 
Unterstutzung, Herrn Dr. 0. Isler (Hoffmann-La Roche 
AG., Basel) fiir die oberlassung von Geraniol und Far- 
nesol. Eingegangen am 17. August 1959 [A 9871 

Metallen in Sauerstoff 
1. Die Verbrennungrgesdrwindigkeit von Eisen-Drtihten in ru hendem Sauerstoff 

Von Dr. L.  K I R S C H F E L D  
Bundesanstalt fur Materialpriifung, Berlin-Dahlem 

Die Verbrennungs-Geschwindigkeit von zylindrischen Eisen-Drahten in Sauerstoff ist dem Draht- 
Quekchnitt umgekehrt und d e r  Wurzel des Sauerstoff-Drucks direkt proportional: die  pro Zeit- 
einheit verbrannte Eisen-Menge ist bei vorgegebenem Sauerstoff-Druck in ers ter  Naherung vom 
Draht-Querschnitt unabhangig. Die Verbrennungs-Reaktion verlauft wahrscheinlich zwischen Gas- 

phase und Schmelze. 

1. Allgemeines 

Der anwachsende Verbrauch von flilssigem und kompri- 
miertem Sauerstoff in Wissenschaft und Technik bringt 
erhohte Gefahren rnit sich. Unfalle, zurn Teil rnit todlichem 
Ausgang, sind in den letzten Jahren immer wieder aufge- 
treteh. Zerstorungen an Sauerstoff-Hochdruckleitungen 
und Armaturen werden nicht durch Explosionen im eigent- 
lichen Sinne hervorgerufen, sondern sind meistens die Folge 
hef tiger Verbrennungen des metallischen Werkstoffes im 
komprimierten Sauerstoff. 

Fur  Ziindungen innerhalb einer Sauerstoff-Hochdruck- 
leitung oder eines Hochdruckventils kennt man mehrere 
Ursachen, z. B. Ziindungen der Schmiermittel oder des 
Dichtungsmaterials durch ~ompressionssto6e innerhalb der 
Gass&.de, Reibungswarme durch transportierte oder 
schwingende Fremdkorper (Rost-Teilchen, Sand u. a.) so- 
wie elektrostatische Aufladungen. Unbekannt ist, wann ein 
einmal eingeleiteter Metallbrand von selbst erlischt und 
wann er nach au6en durchbricht. Systematische Unter- 
suchungen iiber die beim Brennen von Metallen auftreten- 
den GesetzmaBigkeiten fehlen. 

Zum Unterschied von den iiblichen Brennstoffen bilden 
die Metalle mit Sauerstoff ein festes Reaktionsprodukt. 
Setzt man eine reine Metall-Flache bei gewohnlicher oder 
hoherer Temperatur dem Angriff von Sauerstoff oder einem 
Sauerstoff abgebenden Gas aus, so entsteht an der Be- 
riihrungsflache eine feste Oxydschicht, die die beiden 
Reaktionspartner trennt. Zur Fortsetzung der Reaktion 
mu6 entweder der Sauerstoff durch die feste Oxydschicht 
zum Metall oder umgekehrt das Metall durch das Oxyd 
hindurch zum Sauerstoff diffundieren. Fur beide Vorgange 
kennt man Beispiele; in manchen Fallen verlaufen sie 
gleichzeitig und' nebeneinander. 
0. Tarnmannl) hat  als erster beobachtet, da6 die Reak- 

tion sehr heftig einsetzt und dann allm2hlich langsamer 
wird, ohne volistBndig zurn Stillstand zu kommen. Be- 
zeichnet man die Dicke der Oxydschicht rnit AV und die 
Zeit rnit t, so gilt fiir ebene Metallflachen die Beziehung 

Dieses sog. ,,parabolische Anlaufgesetz" gilt fur hohere 
Temperaturen und hat  sich. bei vielen Reaktionen zwischen 
Metallen und Sauerstoff nachweisen lassen. Daneben be- 
obachtet man fur niedere und mittlere Temperaturen ein 

(AE)'= 2 k't 

l) 2. anorg. allg. Chem. 7 7 7 ,  78 [1920]. 
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kubisches, ein logarithmisches und reziprok-logarithmi- 
sches, unter gewissen Urnstinden sogar ein lineares Zeit- 
gesetz der Form A t  = k-t. 

In den drei6iger Jahren gab C .  Wagnera) eine plausible 
Erklarung vieler solcher Anlauf-Erscheinungen. Danach 
erfolgt der Transport des Metalls durch die Oxydschicht 
nicht in Form von neutralen Metall-Atomen, sondern 
dissoziiert in Elektronen und Metall-Ionen. Die von Wagner 
aufgestellten Gleichungen haben sich gut bewahrt und 
sind der Ausgangspunkt fiir eine gro6e Zahl von Unter- 
suchungen technisch und wissenschaftlich interessieren- 
der Probleme geworden. Eine zusammenfassende Dar- 
stellung unseres heutigen Wissensstandes findet man bei 
K. Hauffes). 

Diese Anlauf- oder Zunder-Vorgange sind durch das Vor- 
handensein einer festen Oxydschicht charakterisiert. Erst 
wenn die Reaktionswarme so hoch steigt, da6 diese Oxyd- 
schicht zum Schmelzen kommt, kann eine richtige Ver- 
brennung auftreten. Als Verbrennung oder als Brennen be- 
zeichnet man im allgemeinen eine heftige Reaktion, die 
mit einer Feuer-Erscheinung verbunden ist. Der Anlauf- 
vorgang oder die Verzunderung und der eigentliche Me- 
tallbrand unterscheiden sich aber nicht nur au6erlich 
(Flammen-Erscheinung, sehr unterschiedliche Reaktions- 
geschwindigkeit), sondern auch hinsichtlich der beteiligten 
Phasen. Die Verzunderung ist auf eine oder mehrere feste 
Phasen (festes Metall und u. U. mehrere feste Oxyde) und 
gasformigen Sauerstoff beschrankt. Unsere Versuche ha- 
ben gezeigt, da6 beim Brennen, neben der immer vorhan- 
denen gasforrnigen Phase des Sauerstoffes, bei einzelnen 
Metallen fliissige Oxyde (Schlacken) a n  der Verbrennung 
beteiligt sind und diese unterhalten oder auch unterbin- 
den ; bei anderen ist offenbar ein vorheriges Verdampfen 
des zu verbrennenden Metalls erforderlich, so da6 der 
eigentliche Verbrennungsvorgang in homogener gasformi- 
ger Phase erfolgt. 

Die Verzunderung ist mithin eine heterogene Reaktion 
zwischen fester und gasformiger Phase, die Metall-Ver- 
brennung kann heterogen zwischen fliissiger und gasformi- 
ger Phase oder aber, bei ,manchen Metallen, in homogener 
gasformiger Phase verlaufen. 
*) Z. physik. Chem. Abt. B 27, 25 [1933]; ebenda 32, 47 119361; 

s. auch 0. Masing: Handbuch der Metallphyslk, Leipzin 1940. . .  . -  
Bd. 1, Tell 2, S. 132. 

Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-Heidelberg 1956. 
s, K. Hauffe: Oxydation von Metallen und Metall-Legierungen, 
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